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Abstract 
The origin of eukaryotes still has been a controversial issue in the field 
of evolutionary biology, because the phylogenies of many eukaryotic genes 
are not consistent. To clarify this issue, I constructed a large amount of 
phylogenetic trees for prokaryotes with eukaryotes, and compare to the 
standard prokaryotic tree to know the phylogenetic position of eukaryotes. 
For this purpose, I developed a new method which is a counting system to plot 
the sister groups of eukaryotes for each phylogenetic tree on the standard 
prokaryotic tree.  
To construct the standard tree of bacteria is important, because it 
provides insights for many kinds of evolutionary phenomena. However, in 
constructing a phylogenetic tree, the phylogenetic relationship is often 
changed by the choice of species. For the estimation of the accurate lineage 
of prokaryotes, a new method, named the “random extraction method”, was 
developed. In this method, 16S rRNA sequence data were randomly extracted 
1,000 times from each closely-related taxa. Next, the tree topology was 
counted and the most supported tree topology was found as the most plausible 
phylogenetic tree.  
On the assumption that the root of life is between archaea and eubacteria, 
the obtained phylogenetic relationship of phyla is the following. At first, 
archaea (euryarchaeota, crenarchaeota and korarchaeota) diverged, and 
thermotogales, cyanobacteria and chlamydiales diverged in this order, then 
firmicutes (actinobacteria and bacillus/clostridium group cluster) and 
proteobacteria (α and β/γ cluster) diverged. This lineage is also 
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consistent with the environmental and geological data.  
By the random extraction method, the standard prokaryotic tree to plot the 
sister groups of eukaryotes for each phylogenetic tree was obtained. In the 
search of the ancestors of eukaryotes, the phylogeny of 46 genomes, including 
those of 2 eukaryotes, 8 archaea, and 36 eubacteria, were analyzed. To avoid 
the effects of gene duplications, inparalog pairs of genes with orthologous 
relationships were used. First, these inparalogs were grouped into the 
functional categories of the nucleus, cytoplasm, and mitochondria. Next, the 
sister groups of eukaryotes in prokaryotic phyla were counted and plotted 
them on a standard phylogenetic tree. Finally, Pearson’s chi-square test 
was used to estimate the origin of the genomes from specific prokaryotic 
ancestors. 
The results suggest the eukaryotic nuclear genome descends from an 
archaea that was neither euryarchaeota nor crenarchaeota and that the 
mitochondrial genome descends from α-proteobacteria. Although the origin 
of the cytoplasm remains unclear, our results confirmed that the eukaryotic 
genes of the nucleus, cytoplasm, and mitochondria are derived from 
different ancestors. Therefore, symbiosis theory of archaea (neither 
euryarchaeota nor crenarchaeota) and eubacteria (unclear) was supported. 
In conclusion, the prokaryotic phylogeny and eukaryotic origin have been 
verified by the two types of novel methods for counting of the phylogenetic 
trees. These results will contribute greatly not only the classification of 
the microorganism but also the estimation of eukaryotic origin. 
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用語説明 
<*1 rRNA>: ribosomal RNA の略。リボソーム（＊2）を構成する RNA 分子で、
原核生物（＊4）の場合 3種類の RNA 分子、16S（S は Svedberg unit）rRNA、23SrRNA
と 5SrRNA を持つ。 
 
<*2 リボソーム>: タンパク質合成の場となる構造体。原核生物では 3 分子の
RNA と 50 種類程のタンパク質からなる巨大な複合体で構成される。大小 2 つの
粒子に分かれ、50S サブユニット(large subunit)、30S サブユニット(small 
subunit)と呼ばれる。 
 
<*3 系統樹>： 生物の系統関係を表した図。近縁の生物ほど近い枝から分岐し、
種の系統のみならず､個々の RNA、DNA、タンパク質の系統関係も表す。 
 
<*4 原核生物>:核や細胞小器官を有さない生物。本研究で用いた種々の原核生
物について簡単な紹介を以下に記す。 
Archaea（古細菌）：原核生物に属し、真核生物と真正細菌と区別される一群の
生物。Crenarchaeota、Euryarchaeota、Korarchaeota の 3 種類に分類される。
太古の（Archean）地球環境に類似した 100℃以上の高温や強酸性環境に生育す
る事から Archaea と命名されたが、真正細菌より古くから存在したとする証拠
は無い。超高熱耐性菌や好塩菌、メタン生成菌、硫黄代謝菌が属している。 
Aquificales, Thermotogales, Thermodesulfobacterium group：これらの生物
群はそれぞれ別系統であるが、全て真正細菌に属する好熱菌群である。 
Firmicutes：グラム陽性（＊5 グラム染色参照）High GC（Guanine-Cytosine）
含有群と呼ばれていた Actinobacteria 類と Low GC 含有群と呼ばれていた
Bacillus/Clostridium 類が属する生物群。Actinobacteria の代表的な例は結核
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の治療に用いられる抗生物質ストレプトマイシンを産生する放線菌
Streptomyces 属が挙げられる。Bacillus/Clostridium の代表は納豆菌として有
名な枯草菌 Bacillus subtilis や、乳酸菌 Lactobacillus 属が挙げられる。 
Chlamydiales、Spirochaetales：それぞれクラミジア症、梅毒の病原菌。 
Cyanobacteria：光合成細菌。 
Proteobacteria： α、β、γ、δ、εの 5種類の亜綱に分類されるグラム陰性
の代表的な細菌類。例としてγ- proteobacteria に属する大腸菌 E.coli や、ε
- proteobacteria に属する Helicobacter pylori が挙げられる。 
 
<*5 グラム染色>:細菌類を色素によって染色する方法の一種。染色により紫色
を呈する菌をグラム陽性、染色されず赤い菌をグラム陰性細菌として分類する。
グラム陽性は一重膜でペプチドグリカン層が厚く脂質が少ない細胞壁を持ち、
グラム陰性は二重膜でペプチドグリカン層が薄く脂質が多い細胞壁を持つ事に
より染色の違いが生じる。 
 
<*6 近隣結合法 (Neighbor-joining method 以下 NJ法)>:系統樹作成方法の一つ。
近隣とは系統樹において一つの結節に繋がった２つの生物のことを呼ぶ。この
方法では図ⅰ(a)の星状の形から進化距離（＊7 参照）の行列データを基に系統
樹の枝長の総和を最小にする樹形を選択し、(b)の様に段階的に近隣を見出し結
合する事で最終的に 1つの無根系統樹を得る。 
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 図ⅰ 近隣結合法の概略図〔参考文献 1〕 
 
 
 
<*7 進化距離>：生物間の系統的な隔たりを示す尺度。塩基配列やアミノ酸配列
の置換率を元に計算される。 
 
<*8 最尤法(Maximum likelihood method 以下 ML法)>:系統樹作成方法の一つ。
塩基置換パターンを統計モデルで記述し、進化の結果、ある配列に変化する確
率（尤度）を計算する。系統樹全体の尤度は各枝の尤度の積で求められ、この
尤度の積が最大になる最大尤度（最尤）の樹形を探索する方法。 
 
<*9 ブートストラップテスト>:系統樹の枝の信頼性評価テスト。このテストで
はマルチプルアラインメント（＊10）の配列から複数座位を無作為に再現抽出
し、新しいアラインメントの配列を作成する。この配列から系統樹を推測し、
基の系統樹の各枝において出現確率を計算する。ブートストラップテストは統
計学の解析法として開発された背景が有り、系統樹に限らず広い分野に用いら
れている。 
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<*10 アラインメント>：複数の塩基(あるいはアミノ酸)配列の比較時、塩基(あ
るいはアミノ酸)が可能な限り揃うように整列させる作業。 
 
<*11 重複遺伝子>：ゲノム上にコードされている１つの遺伝子が同一ゲノム上に
コピーされる現象を遺伝子重複という。遺伝子重複後､一方の遺伝子は従来の機
能を果たし､他方は自由に突然変異を蓄積して別機能を持つ遺伝子に進化する
事がある（図ⅱ参照）。 
 
 
図ⅱ 遺伝子重複の概念図〔2〕 
 
 
<*12 パラロガス遺伝子>:共通の祖先遺伝子を有する遺伝子群の内､遺伝子重複
によって生じた遺伝子群を指す｡パラロガス遺伝子には種分岐後の遺伝子重複
による inparalog（IP：インパラログ）と種分岐前の outparalog（OP:アウトパ
ラログ）が存在する。IP と OP の混在する系統樹の作成例を図ⅲに示す。●で重
複遺伝子 A と B の発生後、■でヒトと線虫の種分岐が生じ、さらに独立して遺
伝子重複が生じた場合、HA1、HA2、HA3 と WA1、WA2 はそれぞれ IP の関係にある。
そして HA1、HA2、HA3 と HB が OP の関係にある。 
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オーソログ
オーソログ
OP 
●：遺伝子重複、■：種分岐 
図ⅲ パラログ遺伝子の説明〔3〕 
 
<*13 遺伝子水平伝達>：通常､遺伝子は祖先から子孫へと受け継がれるが､ウイ
ルスやプラスミド等を介して、さらには原核生物から DNA を別の原核生物が取
り込む等、異種間で遺伝子が受け継がれる事がある。このような遺伝子の伝達
を遺伝子水平伝達と呼ぶ。 
 
<*14 近縁種グループ>:無作為抽出法を行うために我々が定義した、進化的に近
縁な生物種のグループ。近縁種グループは rRNA 配列の選択に依らず、ほぼ必ず
近縁種グループとして単系統（単一の集積群）を形成する。定義したグループ
はほぼ分類学上の門に相当した。 
 
<*15 Newick tree format >:系統樹を括弧を用いて定義するデータ形式。文字
情報のみで表現可能な為コンピュータでも扱いやすい。この形式は八元数の発
見で有名な英国の数学者 Arthur Cayley によって 1857 年に考案された〔4〕。実例
は下図（図ⅳ）参照。 
- xi - 
 図ⅳ Newick tree format による系統樹記述例〔5〕 
 
 
<*16 進化速度>：DNA 又はタンパク質の単位座位(１つの塩基が占める場所)、単
位時間当たりの塩基又はアミノ酸置換数で定義される。通常真核生物では遺伝
子の同義置換（三塩基からなるコドンにおいてアミノ酸の指定を変えない塩基
の置換）の場合 10-9/(座位×年)、原核生物では 10-6/(座位×年)のオーダーであ
る。 
 
<*17 オーソロガス遺伝子>:共通の祖先遺伝子を持った遺伝子群の内､種分岐に
よって生じた遺伝子群を指す。図 3の例の場合 HA1、HA2、HA3 と WA1、WA2 がオ
ーソログの関係にある。同様に HB と WB もオーソログの関係にある。 
 
<*18 OIP (Orthologous related In-paralogs)>:オーソログな関係を持つ IP の
グループ（オーソロガスに関しては＊17 オーソロガス遺伝子参照）。 
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<*19 χ2 検定>:「観察された事象の相対的頻度がある頻度分布に従う」という
帰無仮説を検定する為に用いられる。本研究では各系統樹において真核生物の
近隣に出現する系統の頻度を解析する為に行った。 
 
<*20 ベイズ推定>:事前確率を導入しデータ情報が先行する知見をどの程度変
化するか見積もり、データ獲得後の事後分布を推定する。系統樹のベイズ推定
では必要な事後分布の計算に、モンテカルロ法により乱数を用いた遺伝子配列
データの変異のシミュレーションを行う。シミュレーションにより作成した配
列を事後分布として系統関係と進化距離を推定する。 
 
<*21 E-value>：配列相同性検索の際に出力される相同性を示す値。正確には実
際に用いられるデータベースと同規模のランダム配列で構成される仮想データ
ベースに対し、相同性検索時に実際に獲得した相同性スコアと同じスコアを有
する配列が仮想データベース中に存在する期待値（Expected value）を示す。
その値が低い程偶然に一致する可能性も低く、本研究では真核生物と原核生物
の相同遺伝子を検出する際の閾値として用いた。 
 
<*22 有根系統樹>：対象とする種の共通祖先の位置(根､root)が決定されている
系統樹（図ⅴ(a)参照）｡逆に未決定の物が無根系統樹である(図ⅴ(b)参照)。一
般的に作成される系統樹は無根系統樹である。 
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 図ⅴ 系統樹の種類〔5〕 
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第 1章 序章 
 
1-1 分子進化学についての背景 
 分子進化学は DNA やタンパク質などの分子情報から生物の進化を解明する学
問である｡これらの分子が担っている情報はDNAの複製を通じて親から子へと正
確に伝達されるが､まれに突然変異によって変化することがある。こうした変異
は徐々にではあるが､時間の経過と共に DNA に蓄積し､長い間には元の DNA とは
かなり違った配列になる｡図 1に軟骨魚類から哺乳類までの脊椎動物の化石を用
いて推定されたそれぞれの分岐年代とヘモグロビンα鎖のアミノ酸置換数の関
係を示す。この両者はほぼ比例関係にある事が判る。このような分子が変化す
る際の時計のような性質（分子時計）を用いて生物間の分岐年代を推定できる。 
進化速度（*16）を一定と仮定し、分子時計の性質を利用して、生物進化の系
統関係を推定するのが分子系統樹である。そのため分子系統樹は、進化の道筋
を簡便に表現することができる。例として２００２年アジアやカナダで流行し
た重症急性呼吸器症候群(SARS)のウィルスの伝播を系統樹によって表すことが
できる（図 2）〔6〕。図 2 の a.は中国の広東省から SARS ウィルスが、香港、シン
ガポール、カナダへと伝播し、それらの国で SARS の患者から単離されたウィル
スのゲノム遺伝子名（□中の文字）を示している。次に、香港と中国広東省の
SARS ウィルスである CHUK-W1 及び GZ01 を中心に図Ⅵの b.を見ると、北京のウ
ィルスグループ（BJ01～04）への分岐とシンガポールとその他の国のウィルス
グループ（SIN2500,2677,2679,2748,2774 と HKU39849,TOR2,URBANI）に分かれ
る。この結果から SARS ウィルスが中国方面で感染拡大したものと、香港から飛
行機によってシンガポール、カナダやベトナムに伝播し、a.との比較から起源
となったウィルスが CHUK-W1 または GZ01 だと分かる。この例から分子系統樹は
生物の進化の歴史を表現することに適しているといえる。 
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図 1 ヘモグロビンα鎖におけるアミノ酸置換数と化石から推定された種の分
岐年代との相関〔2〕 
b. a. 
図 2 SARS ウィルスの伝播と系統樹による表現 
a.は、SARS ウィルスが中国の広東省からどのように伝播したのかと伝播した国
で SARS の患者から単離されたウィルスのゲノム遺伝子名（□中の文字）を表し
ている。b.はこれらのウィルスの全ゲノム遺伝子を用いて描かれた系統樹。（〔6〕
より転載） 
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1-2 本研究の背景 
生命誕生から約 39億年が経過し､現在では約 1300 万種以上の生物が地球上に
生息している｡これらの生物は古細菌､真正細菌､真核生物に分類され､多くの分
子進化学の研究者は全ての生物が共通の起源を持つと考えている｡堀池等は相
同性検索を基にした解析法により酵母と原核生物の全推定タンパク質配列を比
較し、酵母推定タンパク質の由来を機能別に推定した〔7〕〔8〕。その結果より真核
生物の核は古細菌の真正細菌への共生に由来する事（核共生説）を見出した。
次に真核生物と原核生物の全推定タンパク質配列を比較し、共有タンパク質よ
り系統樹を作成して共生に関与する古細菌(Pyrococcus)と真正細菌(γ
-proteobacteria)を推定した〔9〕。しかしながら、真核生物の起源は核共生説以
外に諸説混在しており合意に至っていない。今日ではゲノム配列の塩基配列決
定技術が年々進歩しており、838 種（古細菌 52 種、真正細菌 640 種、真核生物
146 種）の全ゲノム配列情報が公開されている。最近の研究では全ゲノム配列を
用いた大量の共有遺伝子の系統樹解析によって真核生物の起源が考察されてい
る〔10〕。Pisani 等は真核生物と近隣の原核生物をそれぞれ生物群と種ごとに集計
した。この解析結果は集計結果の多い Cyanobacteria、α-proteobacteria、古
細菌の Thermoplasmatalesの3種が真核生物の起源に関与していると示唆した。 
しかしながら、Pisani の解析では複数の問題がある。先ず集計法において真
核生物と複数の生物が近隣となった際に、近隣となった生物群それぞれを一回
ずつ集計している。その場合、共通祖先から伝達した遺伝子と特定の生物群か
ら伝達した遺伝子が区別されない。そして堀池等の様に真核生物遺伝子をミト
コンドリア・核・細胞質の関連遺伝子に分けて解析していない為、真核生物の
細胞質の由来が分からず真核生物の起源が共生なのか否か判断できない。最後
にこの大量系統樹の解析では有意差判定等の統計的解析を行っていない。従っ
て真核生物の起源を示唆する基準が曖昧である。 
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従って本研究ではこれらの問題に対して改良を加えた解析を行った。全ゲノ
ム配列より予想された遺伝子の全コード領域を対象に系統樹を作成し、遺伝子
の機能により分類し、集計システムを改良し、統計的手法を取り入れた方法に
より真核生物の起源の解明を試みた。また系統樹解析システムの構築過程で生
物選択により系統関係の変化を伴う系統樹から妥当な関係を推定する新手法と
して「無作為抽出法」を開発した。本論文では主題である真核生物の起源の推
定と独立して無作為抽出法の開発とそれを用いた研究について独立して説明す
る。 
 
1-3 本論文の構成 
このような背景から本論文の構成は以下のようになる（図 3）。既存の Pisani
等の解析手法を改良し、系統樹集計システムの構築過程で開発した無作為抽出
法に関する研究について、独立して第 2 章「無作為抽出法の開発と原核生物の
有意な系統関係の推定」にて説明する。ここで開発したシステムと Pisani 等の
問題点を改良した手法による解析を、第 3 章「系統樹の大量解析による真核生
物ゲノムの起源の推定」にて説明する。第 4章「総合考察」にて、2章と 3章の
総合考察を行う。最後に、第 5 章「結論」でこれまでの解析結果をまとめ、今
後の展望を考察する。 
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真核生物の起源の解明 
研究目的 
 
 
 
 
 
図 3 博士論文の概略図 
図は第１章「序章」を除いた、真核生物の起源の解明に向けた研究における各
章間の関係を示す。各章の構成を青色で示す。 
 
 
 
 
 
の有意な系統関係の推定
無作為抽出法の開発と原核生物
第 2 章
Pisani 等の系統樹解析 
従来の研究 
問題点 
z 系統樹の集計法 
z 遺伝子による分類 
z 有意差検定による判定 
第 3 章
系統樹の大量解析による 
真核生物ゲノムの起源の推定 
第 4 章
総合考察
第 5 章
結論
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第 2章 無作為抽出法の開発と原核生物の 
有意な系統関係の推定 
 
2-1 序論 
真核生物の大量系統樹解析では迅速で正確なコンピュータによる集計が必要
である。しかしながら研究当初このようなプログラムは公開されておらず、自
ら作成しなければならなかった。加えて Pisani 等の研究の問題点である共通祖
先を考慮した集計システムには共通祖先の基準となる原核生物の系統関係を推
定する必要がある[10]。 
 系統樹の集計プログラムに関しては共同研究者の宮田及び濱田の協力により
完成することができた。一方、原核生物の標準的な系統樹の作成には解析生物
の選択によって系統関係が変化する問題がある。分子系統樹は生物の進化の歴
史を表現するはずであるが、原核生物の系統樹を扱った論文でも系統関係は一
致しない。本研究ではこの問題を解決するために解析生物の無作為抽出による
系統樹の大量解析を行う無作為抽出法を開発した。原核生物の進化の歴史も重
要な研究課題である。従って本章では真核生物の起源の推定と独立して、無作
為抽出法の開発と原核生物の標準的な系統関係の推定について紹介する。 
 
2-1-1 研究の背景 
1987 年 Woese 等によって全生物が有する Small subunit rRNA（用語説明＊1）
の系統樹（＊3）が作成され、現存生物は 3 つのドメイン（真核生物、真正細菌、
古細菌＊4）に分類される事が示唆された[11][12]。その後の系統樹解析では Small 
subunit rRNA配列が頻繁に用いられる。しかしながら原核生物の系統解析では、
ある生物種を近縁種に置換した際に分類群同士の系統関係がしばしば変化し、
系統関係の合意が得られていない。原核生物の系統樹を扱った論文でも系統関
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係は一致せず、Thermotogales の後に Brown と Doolittle では Cyanobacteria、
Korbel 等 は Firmicutes Actinobacteria 、 Nelson 等 は Firmicutes 
Actinobacteria と Bacillus/Clostridium が分岐している(図 4) [13][14][15]。しか
しながらこの問題は系統樹推定法自身に起因しない。系統樹は斎藤と根井によ
って開発された近隣結合法（NJ 法）[1]（＊6）または Felsenstein に応用された
最尤法（ML 法）[16]（＊8）等によって作成されている。これらの手法の妥当性は
舘野等によってシミュレーションデータを用いて既に検証されている[17]。また
系統樹の信頼性を評価するブートストラップテスト（＊9）の値も高く、全て妥
当な系統樹である[18]。従って系統関係の不一致は解析生物の違い等、系統樹作
成法以外の要素に起因していると考えられる。 
 
 
 
 
図 4 Small subunit rRNA 遺伝子による原核生物の系統樹 
これらの系統樹は本研究との比較の為、対応する生物群をグループにまとめ
て表示した。（ ）内は略称を示す。また、樹形の共通部分を破線で囲んで示し
た。引用した文献は順に[13][14][15]を参照。 
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2-1-2 研究の目的 
本研究ではこれらの問題を検証する為に、解析使用生物の組み合わせを無作
為に変えた系統樹を多数作成し最も高頻度で現れる系統関係を推定する手法、
「無作為抽出法」を開発した。具体的には Small subunit rRNA 配列を各生物群
から同数無作為に 1,000 回抽出し、1,000 個の系統樹を作成した。それらの樹形
を分類し集計する事により、高頻度で出現する系統関係を推定した。この解析
法の利点として無作為抽出による複数系統樹の集計により、系統関係を不確か
にするデータ選択の影響を減少させる事が挙げられる。以上の方法により、原
核生物の系統関係を推定した。 
 
2-2 方法 
 ここでは解析データの取得と無作為抽出法の開発及び説明について述べる。 
 
2-2-1 方法のフローチャート 
方法の構成は以下のようになる（図 5）。先ず解析データとして 16SrRNA 配列
を取得する。次に解析データから解析に適したデータを選別する。この際に配
列データに問題のあるデータを省く作業と無作為抽出法に用いる為の選別に分
けて解説した。そして無作為抽出法の説明を行い。最後に新手法である無作為
抽出法の妥当性を検証する評価をシミュレーションによって行った。 
 
2-2-2 16S rRNA 塩基配列データの取得 
各原核生物の Small subunit rRNA 配列データは The European Ribosomal RNA 
Database より取得した（表 1）(http://oberon.fvms.ugent.be:8080/rRNA/, 
2003/06/17 のデータ) [19]。その際、名前又は分類等の不特定グループである
Environmental samples データを解析から除去した。 
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解析データの取得（2-2-2 16S rRNA 塩基配列データの取得） 
 
 
 解析データの選別（2-2-3 各分類を代表する rRNA 塩基配列の選別、 
2-2-4 解 
 
無作為抽出法の説明（2-2-5 無作為抽出法） 
 
 
 
図 5 2 章の方法のフローチャート 
 
 
 
表 1.  Small subunit rRNA 塩基配列の登録データ 
Crenarchaeota (80) 
Euryarchaeota (377) 
Korarchaeota (4) 
古細菌 
(590) 
Environmental samples (129) 
Aquificales (26) 
Chlamydiales (107) 
Cyanobacteria (315) 
Firmicutes (4,680) 
真正細菌 
(12,107) 
Fusobacteria (38) 
シミュレーションによる無作為抽出法の確認 
析に使用する近縁種グループの選別） 
（2-2-6 無作為抽出法のシミュレーション）
次のページに続く
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Nanobacterium (2) 
Planctomycetales (97) 
Proteobacteria (5,097) 
Spirochaetales (348) 
Thermotogales (26) 
Verrucomicrobia (21) 
CFB group (420) 
Chrysiogenes group (1) 
Coprothermobacter group (2) 
Fibrobacter/Acidobacteria group (31) 
Flexistipes group (10) 
Green non-sulfur bacteria (43) 
Green sulfur bacteria (29) 
Nitrospira group (34) 
SAR406 cluster (2) 
Synergistes group (1) 
Thermodesulfobacterium group (5) 
Thermus/Deinococcus group (55) 
Environmental samples (582) 
（ ）内の数字は登録配列数を示す。 
 
 
 
 
- 10 - 
2-2-3 各分類を代表する rRNA 塩基配列の選別 
16SｒRNA はゲノム中に重複遺伝子（*11）による多数のコピーが存在する事が
知られており、種間の系統関係を検証する前に生物種毎に１つ代表の配列を選
択する必要がある。先ず系統樹を作成し重複遺伝子の集合の中から代表として
塩基配列が長く未確定な塩基の少ない 1つの配列を選択した。未確定な塩基を
多く含む配列は整列させる作業（アラインメント*10）の精度を下げる可能性が
有る為解析データから除外した。具体的には塩基数 1,400 以上で且つ、20 以上
未確定な塩基を含まない配列を選別した。 
各生物群の登録データ数には偏りが有り、（特にProteobacteriaとFirmicutes
が非常に多く）無作為抽出の際に特定の生物群の配列データが偏って選択され
る恐れがある。従って以下の方法で各グループの代表を 20 種以下に統一した。
また 16S rRNA 遺伝子にも水平伝達（*13）が起こり得るので、それらのデータ
も除去する必要がある[20]。従って 50 種程度の同属または同種のｒRNA 塩基配列
とアウトグループ（別系統の生物グループ）として 2種（古細菌の代表として
U67517 Methanococcus jannaschii, 真正細菌の中で分岐の早い細菌 AE000709 
Aquificaceae Aquifex, 真正細菌の代表的な細菌 Z83205 Enterobacteriaceae 
Escherichia の 3 種の中から、50 種と系統関係の遠い 2種を選択した）を用い
系統樹を作成し、水平伝達遺伝子の除去作業と平行して各生物グループの代表
選出を行った。水平伝達遺伝子の除去では Philippe 等の論文に従い、同属また
は同種のｒRNA 塩基配列と別系統となる配列及びアウトグループと近隣を形成
するｒRNA 配列を削除した[21]。各生物グループの代表選出として、系統的に近縁
な配列群から塩基配列が長く未確定な塩基の少ない遺伝子の生物を選出した。 
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2-2-4 解析に使用する近縁種グループの選別 
近縁種グループ(*14)の作成は、予備的な近縁種グループを作成し、それを前
項で選んだ配列を基に作成した系統樹の樹形情報で改変する事で行った。以下
に予備的に作成した 7グループを示す。 
1. 古細菌グループ (Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota)、2. 真
正 細 菌 の 高 熱 耐 性 菌 グ ル ー プ  (Aquificales, Thermotogales, 
Thermodesulfobacterium group)、3. グラム陽性 High GC 細菌グループ 
(Firmicutes Actinobacteria, Green non-sulfur bacteria)、4. グラム陽性 Low 
GC 細菌グループ (Firmicutes Bacillus/Clostridium, Fusobacteria)、5. クラ
ミ ジ ア と ス ピ ロ ヘ ー タ グ ル ー プ  (Chlamydiales, Spirochaetales, 
Verrucomicrobia, Planctomycetales) 、 6. シ ア ノ バ ク テ リ ア グ ル ー プ 
(Cyanobacteria)、7. プロテオバクテリアグループ (Proteobacteria α/β/γ
/δ/ε)である。これらのグループ毎に自作のプログラムにより無作為に抽出さ
れた 16SｒRNA 塩基配列で系統樹を作成し、分類グループに属する生物が必ず近
縁種グループとして単系統となるようにグループを改変した。1の古細菌グルー
プは必ず単系統を形成するので、このまま Archaea グループとした。2の真正細
菌の高熱耐性菌グループは分類グループごとにクラスターを形成し系統関係も
変化しやすいので、最も配列データの数が多いThermotogalesを代表に選んだ。
同じグラム陽性細菌で High GC（Firmicutes Actinobacteria）と Low GC
（Firmicutes Bacillus/Clostridium）細菌は同一のクラスターを作らない事が
何度も確認されたので、それぞれ別の近縁種グループ 3 と 4 にした。また
Firmicutes Bacillus/Clostridiumに関しては他の分類グループとクラスターを
形成する塩基配列データも存在したので、それらを代表配列候補から削除した。
5 のクラミジアとスピロヘータグループは単系統にならず別個にクラスターを
形成するので、このグループの中でデータ数の多い Chlamydiales を近縁種グル
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ープとした。シアノバクテリアグループは必ず単系統となる事から近縁種グル
ープ 6 とした。プロテオバクテリアグループではα、βとγのグループ内で単
系統を形成したが、δとεはクラミジアのグループとクラスターを形成する傾
向が見られた。従って Proteobacteria αとβ/γをそれぞれ近縁種グループの
代表 7 と 8 にした。最終的に決定した近縁種グループを表 2 に示す。以後の解
析はこの分類を基に行った（これらの生物群の説明は用語説明*4 原核生物を参
照）。 
 
 
 
表 2 近縁種グループ 
 
近縁種グループ（略称） 
16SrRNA 塩基配列
データ数 
1:Archaea (Ar) 15 
2:Thermotogales (Th) 10 
3:Cyanobacteria (Cy) 18 
4:Chlamydiales (Ch) 13 
5:Firmicutes Actinobacteria (Fa) 16 
6:Firmicutes Bacillus/Clostridium group (Fbc) 14 
7:Proteobacteria-α (Pa) 20 
8:Proteobacteria-β/γ (Pbg) 20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[22]Page 158. Table1.より一部和訳して転載。 
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 2-2-5 無作為抽出法 
1) 無作為抽出 
上記 2-2-4 において選別した８つの近縁種グループ(表 2)からそれぞれ一定
数（3、4、5、6、7種）の配列の無作為抽出を 1,000 回行い、系統樹をそれぞ
れ作成した。 
 
2) 系統樹の作成 
16SｒRNA塩基配列の整列作業にはアラインメントプログラムClustalW ver. 
1.81 を使用した[23]。整列作業の際はギャップ及び未確定な塩基がデータに含
まれている場合、それに対応する座位を全ての配列から削除した。また系統樹
の作成にはプログラム Molphy ver. 2.3b3 を使用した[24][25][26]。このプログラ
ムは最尤法を採用している為、通常は非常に長い計算時間を要するが、本解析
では NJ 法の系統樹を初期系統樹とし計算時間を短縮した。作成した系統樹は
それぞれブートストラップテストを行い、以後の解析で最小のブートストラッ
プ値(Bootstrap value：以下 BS)を閾値として用いた[18]。 
 
3) 系統樹の集計法 
抽出する近縁種グループ内の生物種の数を変え 1,000 個ずつ作成した系統
樹をプログラムにより同一の系統関係ごとに集計した。その際 8つの近縁種グ
ループがそれぞれ単系統群を形成している事を確認した。単系統にならない場
合、祖先の異なる配列を含んでいる可能性が有り、それらを Error 系統樹とし
て解析から除外した。 
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4) 分岐率の定義と算出 
分岐率は無作為抽出法で作成された系統樹の内、同一の分岐パターンの出現
率で、 
(%)100　　分岐率 ×=
N
Ni
（公式１） 
と定義した。ここで Nは無作為抽出によって得られる配列データセットを用い
て作成された系統樹の数、Ni は分岐点 i と同一の分岐パターンを持つ系統樹
の数を示す。分岐率が高いほど、その分岐パターンはより確からしいと示す事
ができる。分岐率の例を下の図 6に示す。無作為抽出のデータによる系統樹が
200（N = 200）有り、それらの系統樹パターンが図 6-a に示す 3 種類の時、A
の分岐パターン（G1 と G2、その他による分岐）の出現頻度は系統樹パターン
1 と 2 によって支持される為 Ni = 100+60 となり、分岐率は公式 1 より
(%)8010060100 =×+
200
となる。同様にして B と C の分岐パターンを計算した結
果を図 6-ｂの表に示した。 
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a. 系統樹 200 個（N ＝ 200）の例 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 
G1 
G3 
G2 
G4 
G5 
G6 
G7 
G8 G8 
G7 
G6 
G4 
G5 
G3 
G1 
G2 
B 
C 
G1 
G2 
G3 
G4 
G5 
G6 
G7 
G8 
A A 
B 
系統樹 系統樹 系統樹 
パターン 1 パターン 2 パターン 3  
合計 100 合計 60 合計 40 
 
b.分岐パターンとその分岐率 
 
 
 
 
 
 
図 6 分岐率計算の例 
系統樹の合計 200 個、系統樹パターンが 3種類の場合の例を示す。a.は系統
樹のパターン及びその数を、A,B,C は該当する分岐点の分岐パターンを示す。ｂ.
で系統樹の分岐パターンと分岐率を示した。 
 
 
 
 
 
分岐パターン 
 
 
 
 
 
 
 
･･･ 
A
分岐率 
80％ 
（160÷200） 
80％ 
（160÷200）
70％ 
（140÷200） 
･･･ 
その他 
G1 G2 
 
その他
(G1,G2) G3
B
(G1,G2,G3) G4
C
その他
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2-2-6 無作為抽出法のシミュレーション 
本解析法の有効性を評価する為、進化シミュレーションによって得られた配
列データセットを用いて無作為抽出法の解析を行った。配列データセットは実
際の解析に用いた配列データの系統樹（図 7）における進化距離（＊7）及び樹
形に合わせて変異を加えて作成した。16SrRNA の平均塩基長である 1,481 塩基の
ランダム配列を作成し、進化距離が 0.01 である場合、ポアソン分布による頻度
で平均 10 回変異が加わるように設定した。変異の確率を 1倍、5倍、8倍、10
倍にして（2倍から 4倍までは殆ど数値が変動しないため結果から除去した）シ
ミュレーション用のデータセットを作成し、各近縁種グループから 3種無作為
抽出した配列を用いて系統樹を作成した。 
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図 7 シミュレーションに用いたモデル系統樹 
系統樹は表 2で選別した配列データを全て用いて NJ 法により作成した。 
[22]Supplementary materials Fig. 1 より転載。 
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2-3 結果 
 ここではシミュレーションデータによる無作為抽出法の妥当性の検証結果か
ら原核生物の系統関係の推定までの解析結果を説明する。 
 
2-3-1 シミュレーションデータによる無作為抽出法の手法の評価 
各変異率（1倍、5倍、8倍と 10 倍）における樹形の出現数を表 3に示す。無
作為抽出は各近縁種グループから3種無作為抽出（抽出配列数3）の条件で行い、
変異率ごとに 1,000 データセットを作成した。どの変異率のデータも正しい樹
形であるモデル系統樹（図 7）が最も多く、変異率の増加に従い正解率が低くな
る傾向が見られた。図 8 ではモデル系統樹の各分岐点上において、1 から 10 倍
の変異率の増加と信頼性の低下に相関が見られ、それと同時に分岐率から再現
性の低い分岐点を示唆した。これらの結果から無作為抽出法による評価は妥当
である事が確認された。 
 
2-3-2 各 BS 最小値による系統樹の集計結果 
ここで各系統樹における BS 値の最小値を検出し、一定の閾値（BS 最小値）を
持つ系統樹のみを抽出して解析することにより、BS 値、抽出生物数とエラー率
の関係を調べた（表 4）。BS 最小値 80 以上の条件では得られる系統樹が激減し
たので、以後の解析においては BS 最小値 30、40、50、60、70 の条件で解析を
行った。各条件においてエラー系統樹の数が少ない事から（5％以下）、2-2-4 の
近縁種のグループ分け（表 2）は妥当といえる。 
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 表 3. 無作為抽出法のシミュレーションの結果 
各変異率における樹形の出現数（％）  
樹形 
1 倍 5 倍 8 倍 10 倍
最も多い樹形＊ 973 (97.3) 874 (87.4) 535 (55.8) 123 (14.0)
2 番目に多い樹形 27 (2.7) 99 (9.9) 123 (12.8) 94 (10.7)
それ以外の樹形 0 (0.0) 27 (2.7) 301 (31.4) 663 (75.3)
各変異率における樹形の出現数と％を示した。( )内の数字が樹形の％を示す。
＊最も多い樹形のパターンは設定したモデル系統樹と同じ樹形を示した。 
[22]Page 159. Table2.より和訳して転載。 
 
 
 
 
 
 
図 8 各変異率条件下での分岐率 
モデル系統樹上の分岐点に分岐率を示す。配列に付けられている 1 から 8 の
番号はシミュレーションのモデルにした表 2 のグループ Archaea から
Proteobacteria-β/γの順に相当するが、ここでは生物学的な意味を持たない。 
[22]Page 160. Fig. 1.より和訳して転載。 
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 表 4 各 BS 最小値の閾値による集計及びエラー系統樹の数 
各 BS 最小値における系統樹数 
抽出生物数 BS ≧ 30 BS ≧ 40 BS ≧ 50 BS ≧ 60 BS ≧ 70 BS ≧ 80 
エラー 
系統樹数  
3 950 929 741 363 128 30 50 
4 967 950 768 408 163 34 33 
5 979 956 788 433 175 37 21 
6 976 959 802 465 188 42 24 
7 973 951 786 448 190 40 27 
各条件における無作為抽出法による系統樹の集計結果を示す。一番左から抽
出生物数、各 BS 値の閾値を満たす系統樹数を表す。一番右の列はエラー系統樹
の数を示す。エラー系統樹は系統関係の不確かな系統樹なので、以後の解析か
ら削除した。また BS 最小値 30 以下の系統樹は検出されなかった為、表では省
略する。 
[22]Page 160. Table3.より和訳して転載。 
 
 
 
 
 
2-3-3 系統樹の樹形の集計結果 
 抽出生物数 3、4、5、6、7、BS 最小値 30、40、50、60、70 以下の条件で無
作為抽出によってそれぞれ 1,000 個の系統樹を作成し、本研究のために開発し
たプログラムを用いて系統樹の樹形ごとに集計した（図 9）。図 9-a では集計し
た中で最も多い樹形から順に 5つ示し、各分岐点に抽出数 7、最小 BS 値 70 以上
の条件における分岐率を示した。分岐率については次項で説明する為ここでは
割愛する。図 9－bと cでは縦軸に全系統樹に対するパーセントを、横軸にそれ
- 21 - 
ぞれ抽出生物数と BS 最小値を示した。図 9 の結果から BS 最小値と抽出生物数
に関わらず樹形１が最も多いパターンと判明した。従って樹形１が原核生物の
16SrRNA における最も確からしい系統樹であると推測される。加えて抽出数また
は BS 最小値の増加と共に最も多い樹形の割合が増加する傾向が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 系統樹の樹形の集計結果 
（a）抽出数 7における代表的な 5つの樹形と分岐率を示す。各分岐点には抽
出数７、BS 値 70 以上の条件での分岐率を示す。5つの樹形が同じ分岐を示す近
縁種グループを破線で囲った。近縁種グループの略称は表 2 に従った。（b）グ
ラフは各抽出生物数において出現した樹形（1～5）の全体に占める割合を示す。
このときの最小 BS 値は 30 以上の条件とした。（c）グラフは抽出生物数 7 にお
ける最小 BS 値毎に分類した結果を示す。  
[22]Page 161. Fig.2.より和訳して転載。 
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2-3-4 樹形１の分岐率 
この解析において樹形 1 と 2 の差が最も大きい条件（抽出生物数 7、BS 最小値
70 以上）での分岐率を図 9-a に示した。代表的な 5 つの樹形の内、樹形１が最
も高い平均分岐率（72%）を示した。他の樹形パターンでは Chlamydiales、
Firmicutes Actinobacteria と Firmicutes Bacillus/Clostridium の前の分岐点
における分岐率が特に低い（30％以下）。抽出数及び BS 値の変化による分岐率
を比較する為に、各条件における樹形 1の全分岐点の分岐率を算出した（表 4）。
真正細菌の共通祖先と Thermotogales の分岐（(Ar),(Th),(その他)）及び
Proteobacteria αとβ/γの分岐（(Pa),(Pbg),(その他)）の分岐率は全て 90%
以上である。一方 Chlamydiales 及び、Firmicutes Actinobacteria と Firmicutes 
Bacillus/Clostridium の細菌グループを含んだ系統樹は分岐率が低く、分岐パ
ターンのばらつきが大きい事を示唆した。そして分岐率が低い分岐点も抽出数
と BS 最小値が増加するほど分岐率が増加した。 
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表 4 樹形 1における各分岐点の分岐率 
(a) 
各抽出生物数における分岐率 
分岐点 
3 4 5 6 7 
(Ar),(Th),(その他)  98  98  97  99  100  
(Ar,Th),(Cy),(その他) 71  84  83  91  94  
(Ar,Th,Cy),(Ch),(その他) 26  34  41  47  59  
(Fa,Fbc),(Pa,Pbg),(その他)  18  21  24  29  40  
(Fa),(Fbc),(その他)  18  25  25  31  41  
(Pa),(Pbg),(その他) 98  96  99  99  98  
 
(b) 
 各 BS 最小値における分岐率 
分岐点 
BS ≧ 30 BS ≧ 40 BS ≧ 50 BS ≧ 60 BS ≧ 70 
(Ar),(Th),(その他)  98  98  98  99  100  
(Ar,Th),(Cy),(その他) 92  92  93  94  94  
(Ar,Th,Cy),(Ch),(その他) 62  62  63  62  59  
(Fa,Fbc),(Pa,Pbg),(その他) 29  29  30  35  40  
(Fa),(Fbc),(その他)  31  32  32  36  41  
(Pa),(Pbg),(その他) 98  98  98  98  98  
分岐点は樹形 1 の各分岐点を Newick tree format(*15)で示す。生物群の略称
は表 2 に従った。全系統樹における分岐率を（a）は抽出数、（b）は BS 最小値
での該当する値を示す。分岐率 0.90 以上は網掛けと太字で示した。 
[22]Page 161. Table4.より和訳して転載。 
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2-4 考察 
 本研究では無作為抽出法を新しく開発し、原核生物の標準的な系統関係の推
定を行った。従って、ここでは既存の手法及び系統解析との比較検討を行う。 
 
2-4-1 手法の妥当性 
無作為抽出法を評価する為、モデル系統樹の樹形及び枝長を基にシミュレー
ションデータを用いて解析を行い、モデル系統樹の再現性を確認した（表 3）。
シミュレーションで得られるデータは遺伝子水平伝達、アウトパラログの問題
及び急激な進化速度の変化等の影響を受けない理想的な条件である。しかしな
がら、5倍程度の進化速度でもモデル系統樹が半数以上再現できた事から十分に
有効な方法であると考えられる（表 3）。また解析の中で最も高い頻度で現れた
樹形 1は抽出生物数と最小 BS 値の増加に伴いその割合が増加した。従って抽出
する生物数が多くBS最小値が大きいほど精度の高い結果が現れる事が示唆され
る。しかしながら現実問題として抽出生物数と計算時間は相関関係が有り、抽
出できる生物数には限界がある。また最小 BS 値が大きすぎると出現する系統樹
が激減し、より多くの抽出回数が必要になる。加えて解析生物が多い方が正し
い系統関係を推定する事を示唆したが、常に全配列を用いた系統樹が無作為抽
出法で最も出現する系統樹と矛盾しないとは言い切れない。なぜなら 126 個の
配列から 1 つの配列を削除した系統樹では図 7 の樹形 3 と同じ樹形を示したか
らである（データ未掲載）。シュミレーションデータの結果でも全配列を用いた
系統樹は正解の樹形と異なっていた。このように従来の系統樹作成法は原核生
物の系統位置を正しく推定する事は困難だが、無作為抽出法により改善される
可能性が有る事が示唆された。 
 従来の方法で正しい系統樹が推定できない原因として、アラインメント問題
が挙げられる[27][28]。アラインメントは塩基やアミノ酸配列の置換行列を用いた
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計算プログラムによる整列作業であるが、その正確さの限界によって解析に用
いる配列の変更により系統関係も変化すると考えられている。進化の過程にお
いて進化速度(＊16)が大きく変化した場合、同じ系統であっても異なる系統と
して推定される場合が有り得る。本解析では新しく定義した分岐率によって、
そのような要素となる生物群とその度合いを数値化しており、単一の遺伝子系
統樹を作成する上でより正確な系統関係の推定が可能になると考えられる。 
 
2-4-2 樹形 1の比較 
従来の方法を用いた 16S rRNA 系統樹と、樹形 1 は合致しなかった(図 1０)。
同様に、Brown and Doolittle の系統樹では Chlamidials(Ch)と近縁な
Spirochetes(Sp)の位置が異なる。Korbel の系統樹では Thermotoga(Th)の分岐
後に Firmicutes Actinobacteria(Fa)が分岐している。Nelson の系統樹では Th
の分岐後に Fa、Firmicutes bacillus/clostridium(Fbc)が分岐している点が異
なっている。これらの原因として従来の解析における系統樹に用いた生物の少
なさ、特に Cyanobacteria(Cy)と Ch の生物数の少なさ（2～3種のみ）が挙げら
れる。 
全ゲノム配列が解明された生物を対象とした全推定遺伝子配列データを用い
た種の系統樹推定法（全ゲノム系統樹）では配列の整列作業を行わない為、そ
れに起因する問題が起こらないはずである。従ってそれらの手法で推定された
系統樹と本解析結果を比較した。先ず全ゲノム配列の遺伝子間の位置と距離を
比較する事による統計解析から系統樹を推定した Yu 等の系統樹[29]、次に解析生
物の共有遺伝子の数を基に系統樹を作成した Snel 等[30]と堀池等〔9〕の系統樹を
比較した(図 10)。これらの中では、Snel 等の系統樹と最も似ていた。その理由
として解析に用いた生物の中で、SnelのみがFaを用いていない事が挙げられる。
分岐率の結果からも明らかなように、Fa と Fbc の分岐が近隣とならない場合が
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多く見られた。従ってアラインメント問題だけでなく系統関係の変化は種の選
択の影響が考えられる。 
このようにこれまでの単一の系統樹解析では原核生物の系統関係推定が困難
で、配列整列作業を行わない解析を用いても種の選択の問題は残る。本研究で
は分類学上の門に相当する程離れた系統関係であっても無作為抽出法がその系
統関係推定に有効で有る事を示した。しかしながら本解析で用いた 16SｒRNA ほ
ど配列情報が充実していない遺伝子で系統樹を作成する場合、無作為抽出法の
適用が困難になると考えられる。その場合に原核生物の正しい系統関係を導く
ために必要なことを二つ提案したい。一つは種の選択の影響を考慮し種を変え
て複数の系統樹を作成する事である。二つ目は分岐率の特に低い Firmicutes を
Actinobacteria 、Bacillus/Clostridium の片方にすることである。 
 
2-4-3 地球史からみた系統関係の考察 
最後に樹形 1 の系統関係を地球史の観点から考察する。地球最初の生命は 38
億年前の岩石からその生息した痕跡が確認されており、海底熱水孔と似た環境
に生息していたと言われている[31][32]。当時の地表の温度は非常に高く、3 億年
掛けて徐々に低下していった。そして 35 から 30 億年前の Cyanobacteria の痕
跡であるストロマトライトの存在から、35 億年前から酸素が形成され、酸素の
蓄積により 24 億年前にオゾン層が形成されたと考えられている[33][34]。 
 樹形 1では真正細菌の共通祖先から Thermotogales が先ず分岐し、次いで
Cyanobacteria が分岐する事から、地球環境の歴史との相関が確認できた。その
後の分岐に対して環境との関係は不確かであるが、酸素濃度の上昇により酸素
を利用する Proteobacteria が生まれ、オゾン層の形成により地上へ放線菌等の
Firmicutes が進出したと推測される。このことからも樹形 1は妥当な系統樹だ
といえる。 
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図 10 本解析以外の原核生物の系統関係 
各系統樹は樹形1との比較のため本解析に用いた生物群の関係のみを抽出し、
再構成した。（ ）内は略称を示す。略称は表 2を参照。系統樹の引用は順に
[13][14][15][29][30][9]を参照。 
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2-5 本章の結論 
本解析で新たに開発した無作為抽出法により原核生物 8 グループ（古細菌及
び真正細菌 7 グループ）の系統関係を解析した。その結果、真正細菌の共通祖
先から Thermotogales 等の真正の高熱耐性菌が先ず分岐し、次いで
Cyanobacteria 、  Chlamydiales と 順 に 分 岐 し 、 最 後 に Firmicutes 
(Actinobacteria と Bacillus/Clostridium)と Proteobacteria (αとβ/γ)が
分岐した事が示唆された。Chlamydiales 及び、Firmicutes との分岐等、信頼
性が比較的低い箇所も見られるが（30％以下）、適切な条件設定により無作為抽
出法で信頼性の高い系統樹を作成可能である事を示した。 
次章での解析ではこの原核生物の標準的な系統関係を用いて、真核生物の近
隣生物の集計を行う。分岐点の解析結果から Chlamydiales 及び、Firmicutes と
の分岐点の信頼性が低い事が判明した。従って別の標準系統樹を用いた集計結
果との比較を行う必要が考えられる。 
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第 3章 系統樹の大量解析による 
真核生物ゲノムの起源の推定 
 
3-１ 序論 
 第 2 章での研究により、系統樹を集計する為のシステムと原核生物の標準系
統樹を作成する事ができた。これらに加え遺伝子の機能により分類し、統計的
手法を取り入れた解析により、既存の解析手法を改良したより精度の高い解析
を行う事ができる。ここでは研究の詳しい背景を説明し、研究の詳しい目的に
ついて説明する。 
 
3-1-1 背景 
生命誕生から約 38 億年が経過し､現在では 1,300 万種以上の生物が地球上に
生息している｡これらの生物は大きく古細菌､真正細菌､真核生物に分類され、生
物進化上重要な出来事が図 11 に示すように明らかになってきた。脊椎動物出現
前の生物の痕跡は骨として残らないため殆ど存在しないが、地球で最も古い生
命の痕跡は 38 億年前の岩石からの炭素微粒子により明らかになった[31][32]。また
35から30億年前のCyanobacteriaの痕跡であるストロマトライトが確認されて
いる[33][34]。一方、真核生物は原核生物(古細菌や真正細菌)よりも複雑な構造と
機構から､5SrRNA の塩基配列の比較によって約 18 億年前に原核生物から分岐し
たと考えられている[35]｡しかしながら、約 27 億年前の地層から採取された脂質
の分析結果により、その時代には既に真核生物が原核生物から分岐していたと
する説もある[36]。このように化石による証拠からは原核生物より後に現れたこ
と以外はっきりしていない｡ 
この問題を解明する為に遺伝子解析を基にした研究が行われている。真核生
物は古細菌遺伝子と真正細菌遺伝子のそれぞれに相同性の高い遺伝子を持つこ
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とが分かっており､その起源について図 12 に示すように 2 つの説がある。堀池
等は図 12-B の真正細菌に古細菌が共生し､その古細菌が進化の過程で核に変化
した説を証明する為、真核生物と原核生物の生物間で共有されるオーソロガス
遺伝子(*17)の数を用いた解析を行った〔7〕[8〕。この解析では古細菌と真正細菌に
対する共有遺伝子の数の大小をｔ検定により各遺伝子機能別に判別し、核関連
遺伝子が古細菌と細胞質関連遺伝子が真正細菌に由来する事を示した。2004 年
の研究で堀池等は重複遺伝子により共有遺伝子の数を多く推定する影響を取り
除く為に、オーソログな関係を持っているインパラログ（以下 IP：＊12）の組、
OIP（Orthologous related In–Paralog pairs＊18）を定義した〔9〕。そして OIP
の数から距離行列を計算し、系統樹を作成した。この解析では全ゲノム配列上
の遺伝子を解析に用いる為、特定の遺伝子による影響を排除できる。この全ゲ
ノム配列の系統樹の結果から、堀池等は真核生物の核関連遺伝子が古細菌
（Pyrococcus）と細胞質関連遺伝子が真正細菌（γ-Proteobacteria）に由来す
ることを示唆した。しかしながら現在でも図 12-A の古細菌から進化して核を持
つ真核生物の祖先が誕生した説の支持者は多い。さらに図 12-B の説の支持者の
間で、古細菌が共生した生物については議論が続いており、図 13 のように複数
の説が唱えられている。 
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最初の真核生物 
地球の形成 生命の痕跡 
 
最初のシアノ 
バクテリア 
現在
最初の多細胞 
真核生物 
図11 球にお  地 ける生命の歴史
地球の形成を46億年として、生命の歴史を図示した[31][32][33][34][35]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
共通祖先 
真正細菌 真核生物 古細菌 
B 
遺伝子水平伝達 
ミトコンドリア共生 
遺伝子水平伝達
ミトコンドリア共生 
共生 共生 
真正細菌 古細菌 真核生物 
共通祖先 
A 
図 12 真核生物(ゲノム)形成の 2つの説 
A:古細菌から進化して核を持つ真核生物の祖先が誕生し､その後の真正細菌
の共生によりミトコンドリアが誕生した。真核生物が持つ真正細菌遺伝子と類
似性の高い遺伝子はミトコンドリアおよび遺伝子水平伝達によってもたらされ
た。一般に広く支持されている説[37][38][39]。 
B:真正細菌に古細菌が共生し､その古細菌が進化の過程で核に変化した｡その
後別の真正細菌の共生によりミトコンドリアが誕生した。真核生物が持つ真正
細菌遺伝子と類似性の高い遺伝子の多くは最初の共生に関わった真正細菌が持
ち込んだ遺伝子であり、ミトコンドリア共生あるいは遺伝子水平伝達によって
もたらされた遺伝子ではない〔7〕〔8〕〔9〕[40]。 
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a)  
 
b） 
 
c） 
 
d） 
 
図 13 複数の共生説のモデル 
図は Martin の論文[41]の図より真正細菌に古細菌が共生し､その古細菌が進化
の過程で核に変化した物を抜粋した。a～ｄはそれぞれ以下の共生を示す。a: 古
細菌（Crenarchaeota）とグラム陰性細菌の共生〔9〕[39][42][43]。b:古細菌（メタン
生成菌）と水素生産能力を持つδ-Proteobacteria の共生[44]。c：古細菌（メタ
ン生成菌）とα-Proteobacteria の共生[45]。d：古細菌（Thermoplasma）と
Spirochate の共生[46]。 
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3-1-2 目的 
最近の研究では全ゲノム配列を用いた大量の共有遺伝子の系統樹解析によっ
て真核生物の起源が考察されている[10][47]。Rivera と Lake は大量の共有遺伝子
の系統樹から 5 つの主要パターンを検出し、それらを繋ぎ合わせて 1 つのリン
グ状にまとめた。この解析結果は真核生物の近隣が Crenarchaeota とα
-proteobacteria であり、これらの生物が真核生物の起源に関与していることを
示唆した。Pisani 等は真核生物と近隣の原核生物をそれぞれ生物群と種ごとに
集計した。この解析結果は集計結果の多い Cyanobacteria、α-proteobacteria、
古細菌の Thermoplasmatales の 3 種が真核生物の起源に関与していると示唆し
た。 
しかしながら、これらの大量系統樹の解析では堀池等の様に真核生物遺伝子
を機能ごとにミトコンドリア・核・細胞質の関連遺伝子に分けて解析していな
い為、真核生物の細胞質の由来が分からず真核生物の起源が共生なのか否か判
断できない。またこれらの解析では遺伝子重複の問題を考慮していない。遺伝
子重複により生じた遺伝子には種分岐後に重複した IP と種分岐前に重複した
Outparalogs（以下 OP）が存在するが、OP 遺伝子を含む系統樹では正しい系統
関係を導けない[3]。一方、IP を含む遺伝子の大量系統樹解析では真核生物の近
隣を集計する際に実際の数以上に多く集計される恐れがある。最後にこれらの
大量系統樹の解析では有意差判定等の統計的解析を行っていない。従って真核
生物の起源を示唆する基準が曖昧である。 
本研究は遺伝子重複の影響を避けるために 46 の生物（真核生物 2種と古細菌
8 種、真正細菌 36 種）から共有遺伝子群を検出し、堀池等と同様に OIP を作成
し、これまでの研究で行われていない OIP を用いた系統樹の大量集計解析を行
った。これらの OIP を核・細胞質・ミトコンドリアに関連した遺伝子の機能カ
テゴリーによって分類し、これらのカテゴリーに分けた系統樹を原核生物の標
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準系統樹上に集計した。最後に真核生物の各関連遺伝子群が何に由来するのか
判断する手法として、真核生物の近隣となる生物出現頻度の偏りの有無を判定
する為χ2 検定（＊19）を行った。ミトコンドリアの起源は α-proteobacteria
の真核生物への共生であることが以前から示唆されており、ミトコンドリア関
連遺伝子の有意確率（P値）と同程度の基準値かそれ以下ならその近隣生物が起
源であると推定できる[47][48][49][50]。その上で核と細胞質の由来が異なるならば、
真正細菌と古細菌が共生したと示唆することができるはずである。 
 
3-2 方法 
 ここでは解析データの取得と改良した系統樹集計システムの開発及び説明に
ついて述べる。 
 
3-2-1 方法のフローチャート 
方法の構成は以下のようになる（図 14）。先ず解析データとして ORF データセ
ットを取得する。次に解析データから系統樹の作成に適したデータを選別する。
この過程では3段階の選別を行う。配列データに問題のあるデータを省く作業、
問題のある系統樹を除外する作業、最後に、これらの系統樹を遺伝子の機能分
類によって分類する作業である。ここに、系統樹の作成を加えて説明する。こ
れらの選別後、改良したシステムによる系統樹の集計を行う。最後に有意差検
定によって真核生物の近隣となる生物出現頻度の偏りの有無の判定を行った。 
 
 
- 35 - 
解析データの取得（3-2-2 ORF データセットの構築） 
解析データの選別（3-2-3 OIP グループの作成、3-2-4 系統樹の作成、 
 
3-2-5 系統樹の選別、3-2-6 核・細胞質・ 
ミトコンドリア関連遺伝子群の分類） 
図 14 三章の方法のフローチャート 
 
3-2-2 ORF データセットの構築 
解析に用いた各生物の全 ORF 及び Small subunit rRNA 配列データを Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） (http://www.genome.ad.jp/kegg/)
より取得した[51]。系統樹の集計は真核生物の近隣生物群が単系統であるか判別
する必要があるので、原核生物の ORF データの選別には各生物群 4 種以下のデ
ータを除外した。ただし解析当時 4 種以下の生物群 Aquificae 、
Deinococcus-Thermus と Thermotogae は何度も真正細菌の中で共通祖先の根元
付近から分岐した為、系統樹を集計する際の基準として特別に解析に採用した。
次に生物群毎に数を合わせる為に、生物種を 4 種ずつ代表として選択した。代
表の選択には前章で説明した無作為抽出法を応用した[22]。本解析の真核生物の
モデル生物には互いに系統の離れたヒト（Homo sapiens）とシロイヌナズナ
（Arabidopsis thaliana）を用いた。なぜなら真核生物の起源を解析する際に
両方に共通する OIP を検出することで、動物と植物に共通する遺伝子、つまり
系統樹の集計（3-2-7 系統樹の集計とマッピング） 
有意差検定（3-2-8 有意差検定の手法） 
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動物と植物の共通祖先からの遺伝子を選別できるためである。結果として、解
析データとして真核生物 2 種と原核生物 44 種の ORF データを選別した（表 5）。 
 
 
 
 
 
 
表 5．系統樹解析に用いた生物群 
ドメイン 生物群 種名 ORFs IP 
Bordetella bronchiseptica 
RB50 
4994 4676
Burkholderia mallei ATCC 23344 4764 4487
Dechloromonas aromatica RCB 4171 3952
β-proteobacteria (Pb)
Nitrosomonas europaea ATCC 
19718 
2461 2318
Escherichia coli CFT073 5379 5137
Pseudomonas fluorescens Pf-5 6137 5843
Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhi str. 
CT18 
4758 4631
真正細菌
Eubacteria (Eb) 
 
 
 
γ-proteobacteria (Pg)
 
Vibrio vulnificus YJ016 5024 4849
次のページに続く
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Agrobacterium tumefaciens 
str. C58 
 
5402 
 
 
5233
 
Bradyrhizobium japonicum USDA 
110 
8317 7724
Mesorhizobium loti MAFF303099 7272 6936
α-proteobacteria (Pa)
Rickettsia felis URRWXCal2 1512 1394
Bacillus cereus ATCC 10987 5844 5503
Clostridium perfringens str. 
13 
2723 2626
Lactobacillus plantarum WCFS1 3059 2860
Firmicutes (Fi) 
Staphylococcus aureus subsp. 
aureus Mu50 
2731 2607
Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 
3057 2988
Mycobacterium tuberculosis 
CDC1551 
4189 3935
Nocardia farcinica 5936 5694
Actinobacteria (Ac)
Streptomyces coelicolor A3(2) 8154 7583
Chlamydia muridarum Nigg 911 901 
 
Chlamydiae (Ch) 
Chlamydophila abortus S26/3 932 926 
次のページに続く
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Chlamydophila pneumoniae AR39 1112 1086
Chlamydiae (Ch) 
Parachlamydia sp. UWE25 2031 1890
Borrelia burgdorferi B31 1639 1357
Leptospira interrogans 
serovar Lai str. 56601 
4727 4519
Treponema denticola ATCC 35405 2767 2641
Spirochaetes (Sp) 
Treponema pallidum subsp. 
pallidum str. Nichols 
1036 126 
Gloeobacter violaceus 4430 4099
Nostoc sp. PCC 7120 6131 5555
Prochlorococcus marinus str. 
NATL2A 
1890 1862Cyanobacteria (Cy) 
Synechococcus elongatus PCC 
6301 
2525 2501
Aquificae (Aq) Aquifex aeolicus VF5 1560 1528
Deinococcus radiodurans R1 3182 3102Deinococcus-Thermus 
(Dt) Thermotoga maritima MSB8 1858 1807
Thermotogae (Th) Thermus thermophilus HB27 2210 2174
Aeropyrum pernix 1841 1832
Pyrobaculum aerophilum 2605 2522
Sulfolobus solfataricus P2  2977 2633
 
古細菌 
Archaea (Ar) 
 
 
 
Crenarchaeota (Ca) 
 Sulfolobus tokodaii str. 7 2825 2739
次のページに続く
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Haloarcula marismortui ATCC 
43049 
4240 3966
Methanosarcina acetivorans 
C2A 
4540 3823
Pyrococcus furiosus DSM 3638 2125 2033
古細菌 
Archaea (Ar) 
Euryarchaeota (Ea) 
Thermoplasma volcanium 1499 1468
Animal Homo sapiens (Hsa) 23475 16106真核生物 
Eukaryote Plant Arabidopsis thaliana (Ath) 28159 15746
生物群の説明は用語説明＊4に示した。ORFs と IP の列は解析に用いたデータ
数を示す。各 IP の数値は閾値として E-value（＊21）が 10-10以下の条件で相同
性検索プログラム FASTA を用いて IP を検出した時の値を示す。 
*略称は括弧内に示す。 
[52]Page 287. Table 1. より和訳して転載。 
 
3-2-3 OIP グループの作成 
全 ORF データセットに含まれる配列を全ての組み合わせで、FASTA を用いて相
互に比較した[53]。次に相同性検索の結果から IP を推定した（図 15-a）〔9〕[54]。
その際に IP とならなかった単一の遺伝子も以降 IP と同様に扱った。作成した
IP を他の生物の IP と比較し、全ての IP 間で相互に最も高い類似性のスコアで
ヒットする IP ペアをオーソログ（OIP ペア）として検出した（図 15-b）。OIP ペ
アの検出は全ての生物間で行った。次に OIP ペアを単連結法（Single-linkage 
clustering 法）で連結し、OIP グループを作成した。つまり OIP ペアのうち片
方が別の OIP ペアに共有されていた場合、それらのペアを繋げ、3 つの IP を持
つグループとした。結果として 1,067 個の OIP グループが検出された。 
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図 15 OIP データセットの作成手順 
図は堀池の論文〔9〕より抜粋し一部説明を追加した。a)は IP の検出例を示す。
ORF1_A を問い合わせ配列として相同性検索を行った結果が示されており、他の
生物より類似性の高い ORF7_A と ORF8_A についても同様の結果を示している。
そのような ORF を In-paralog_A1 として検出する。ｂ）は OIP の検出例を示す。
各 IP への矢印は向かう方向の IP に最も高い相同性があることを示す。お互い
に最も高い相同性を持つ矢印が交差する IP（In-paralog_A1 と In-paralog_B の
組み合わせ、または、In-paralog_A2 と In-paralog_B1 の組み合わせ）をまとめ
て１つの OIP ペアとする。 
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3-2-4 系統樹の作成 
各 OIP グループのマルチプルアラインメントは ClustalW ver. 1.81 を用いて
行われた[23]。このとき整列作業中のアミノ酸配列に挿入や欠失が起こった座位
にギャップが生じる。系統樹の作成精度を向上させる為に、ギャップや未決定
配列が 50％以上含まれる座位を自作のプログラムによって削除した。この配列
整列の結果を用いてベイズ法（＊20）の MrBayes ver. 3.1[55]と ML 法の Molphy 
package ver. 2.3b3[24][25][26]でそれぞれ系統樹を作成した。MrBayes の解析条件
は以下の通りである: rates (adgamma), brlenspr (Unconstrained:Exp(10.0)), 
aamodelpr (fixed(blossum)), numsamp (10,000), burnin (100,000), and 
sampfreq (100)。ML 法における系統樹作成時に置換行列として JTT model を用
いた[56]。計算時間を短縮する為に NJ 法の系統樹を初期系統樹として用い、その
系統樹から尤度計算を行った。 
 
 
3-2-5 系統樹の選別 
OP の影響を除くための系統樹選別法を図 16 に示した。通常、真核生物の共通
遺伝子は原核生物の共通遺伝子よりも進化的に近いので、それらだけでまとま
った（単系統の）状態になるはずである。従ってそうならない（OP を含む）系
統樹を解析から除いた。図 16(a)に示す例は真核生物の IP が単系統になってい
る。図 16(b)は Ath Ip1-Ip2 と Ath Ip3 が単系統になっていない。図 16(c)は真
核生物が単系統になっていない。従って図 16 の例の中では(a)の例のみ解析に
用いる事ができる。また原核生物ゲノム中には重複遺伝子が少ない為、OP の選
別を行わなかった。 
さらに正確な系統樹の選別として、MrBayes（ベイズ法）と Molphy（ML 法）
の 2 つの系統樹推定法で同じ樹形となる系統樹を用いた。最後に各系統樹に対
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して BS のテストを行った[18]。本研究ではその最小値 ≧ 50 の条件で系統樹を選
別した。結果として 378 個の系統樹が選別された。 
 
 
 
 
 
 
図 16 3 種の例による OIP 系統樹の選別 
略称（Pa 等）は表 5参照。真核生物の IP グループを実線で囲った。 
[52]Page 288. Fig 1. より和訳して転載。 
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3-2-6 核・細胞質・ミトコンドリア関連遺伝子群の分類 
本研究では核、細胞質、ミトコンドリアの起源に注目する為、全ての遺伝子
をそれぞれのカテゴリーに分類し解析する必要がある。これらのカテゴリーの
構築には堀池らの研究とモデル生物である Arabidopsis thaliana （シロイヌナ
ズナ）の遺伝子機能データベース MIPS Arabidopsis thaliana Database (略称
MAtDB, http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html;)を参照した（堀池等の
研究〔7〕〔8〕、M IPS データベース[57])。これらの遺伝子機能分類を組み合わせ、全
ての遺伝子をそれらが記録するタンパク質の特徴によって核・細胞質・ミトコ
ンドリアに関連するグループに分類した（表 6）。 
 
表 6 機能遺伝子の核・細胞質・ミトコンドリア関連遺伝子群への分類 
機能遺伝子の分類 
核 細胞質 ミトコンドリア 
核局在タンパク質 細胞質局在タンパク質 
ミトコンドリア 
局在タンパク質 
小胞体局在タンパク質 細胞骨格関連 エネルギー生成関連 
細胞増殖及びDNA修飾関連 
細胞コミュニケーション/
シグナル変換系関連 
 
DNA 転写関連 ストレス対応関連  
タンパク合成関連 解毒化関連  
集合タンパク関連 イオンホメオスタシス関連  
核・細胞質・ミトコンドリアの各列に分類した MAtDB の該当する遺伝子機能
分類の名前（和訳したもの）を示す。 
[52]Page 288. Table 2. より和訳して転載。 
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3-2-7 系統樹の集計とマッピング 
各系統樹について自作のプログラムにより真核生物群と近隣になった原核生
物とその頻度を集計し系統樹上にマッピングした。この時、得られる OIP の系
統樹は無根系統樹なのでルート（＊22 有根系統樹を参照）の位置を原核生物の
標準系統樹に従い仮定した。本解析では真核生物の近隣となる原核生物を集計
する基準として 3つの標準系統樹を用いた。1つ目は 16SrRNA による無作為抽出
法による系統樹[22]。2 つ目は 18 種の生物の共通遺伝子 5,741 個を用いた Pisani
等の連結系統樹〔10〕。3 つ目は 191 種の生物遺伝子の中で完全な共通遺伝子を探
し出しそれらを繋いだ Ciccarelli 等の系統樹[58]である。系統樹の具体的な集計
法を図 17 に示す。真核生物と単一の生物群(Pb)が近隣である例 1の場合、その
該当する生物群（Pb）を集計した。真核生物と複数の生物群(Pa, Ch)が近隣で
ある例 2の場合、無作為抽出法による原核生物の系統樹上で 2つの近隣生物群
(Pa, Ch)の共通祖先で、2つの近隣生物群が含まれる分岐点 Before ChSp に集計
した。複数の生物群をそれぞれ集計しない理由は、真核生物の祖先が Pa か Ch
からの遺伝子の伝達であった場合、真核生物の近隣はどちらか片方が選ばれる
はずだからである。両方が近隣となる場合、最も想定されるのは Pa と Ch の共
通祖先から遺伝子が伝達した場合である。従ってこの様な場合は共通祖先 
before ChSp に集計するよう定義した。 
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図 17 系統樹の集計法 
真核生物の近隣生物の具体的な検出例を 2つの例、例 1（Pb1 IP1 と Pb2 IP1）
と例 2（Pa1 IP1、Pa2 IP1,Ch1 IP1 そして、Ch2 IP1）として楕円で囲った。真
核生物の IP は四角で囲って示した。各系統樹の生物群の略称は表 5参照。 
[52]Page 288.  Fig 2. より和訳して転載。 
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3-2-8 有意差検定の手法 
真核生物の近隣生物の集計結果において、頻度に有意差が有るか判定する為
にχ2値の適合度の検定を用いた。χ2検定の式は次のように定義される。 
 
( )
期待度数
期待度数観測度数
　　χ
2
2  - = （公式 2） 
この解析の場合、観測度数は真核生物の近隣として対応する分岐点と生物群
に集計されたそれぞれの頻度を示す。期待度数は真核生物の近隣が全系統に同
じ頻度に集計されると仮定し、平均値＝全頻度の合計／集計する分岐点と生物
群の合計として計算した。ここで生物群の合計は図 17 の標準系統樹上での集計
される 12 分岐点と 13 生物群の合計である 25 とした。ある系統で真核生物の近
隣になる頻度が明らかに期待度数より大きい場合、有意確率が小さくなり、あ
る有意水準で全ての系統が同じ頻度で真核生物の近隣になるという仮説が棄却
される。この場合、真核生物のあるカテゴリーの遺伝子は特定の原核生物に由
来すると考えられる。 
 
3-3 結果 
 真核生物の近隣生物の集計結果において、標準系統樹を無作為抽出法の系統
樹にした場合と、それ以外の場合に分けて結果を説明する。 
 
3-3-1 標準系統樹を無作為抽出法の系統樹にした集計結果 
E-value ≦ 10-10及び BS 最小値 ≧ 50 という閾値で検定された OIP の系統樹
の集計結果を図 18に示す。各系統樹上の 3つの数字は順にミトコンドリア、核、
細胞質の関連遺伝子群の集計結果を示す。そしてχ2 検定の結果、有意確率が
0.05 以下の系統及び分岐点に*を付け、その有意確率を表示した。解析結果はミ
トコンドリアのカテゴリーでα-proteobacteria、核のカテゴリーでは分岐点
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(EACA)に十分低い有意確率(P ≦ 0.001)を示した。対照的に細胞質関連遺伝子
のカテゴリーでは有意確率が高く、近隣の出現頻度に偏りが有ると認められな
かった。 
 
 
 
 
 
図 18 無作為抽出法の系統樹を標準系統樹とした真核生物の近隣となった原核
生物の集計結果 
各分岐点と生物群に付いた 3 つの数字がそれぞれ順にミトコンドリア、核、
細胞質の関連遺伝子カテゴリーの集計結果を表す。生物群の略称は表 5 参照。
統計的に判定できたものはχ2検定の有意確率に応じて* ≦ 0.05、 ** ≦ 0.01 
そして、*** ≦ 0.001 と表示し、有意確率 P値を（ ）内に示す。 
[52]Page 289. Fig 3. より和訳して転載。 
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3-3-2 無作為抽出法以外の標準系統樹での集計結果 
ここでは Pisani 等の連結系統樹〔10〕での集計結果及び、Ciccarelli 等の完全
な共通遺伝子による系統樹[58]での集計結果を示した（図 19、図 20）。解析は図
18 と同じく E-value ≦ 10-10及び BS 最小値 ≧ 50 の条件で行った。Pisani 等
の系統樹の場合、Firmicutes（Fi）が Actinobacteria（Ac）と分離し高熱細菌
の一群になっている。Ciccarelli 等の系統樹でも Fi が Ac と分離し、２つの古
細菌（EA と CA）の直ぐ近くの位置にある。これだけ異なる標準系統樹であるが、
有意差を示した生物群は無作為抽出法の集計結果と同じであった。従って、ミ
トコンドリア、核、細胞質の関連遺伝子群の系統樹による真核生物の近隣生物
の集計解析において、標準系統樹の違いによる影響は殆どないと考えられる。 
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図 19 Pisani 等の系統樹を標準系統樹とした真核生物の近隣となった原核生物
の集計結果 
各分岐点と生物群に付いた 3 つの数字がそれぞれ順にミトコンドリア、核、
細胞質の関連遺伝子カテゴリーの集計結果を表す。生物群の略称は表 5 参照。
統計的に判定できたものはχ2検定の有意確率に応じて* ≦ 0.05、 ** ≦ 0.01 
そして、*** ≦ 0.001 と表示し、有意確率 P値を（ ）内に示す。 
[52]Page 289. Fig 3. より和訳して転載。 
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図 20 Ciccarelli 等の系統樹を標準系統樹とした真核生物の近隣となった原核
生物の集計結果 
各分岐点と生物群に付いた 3 つの数字がそれぞれ順にミトコンドリア、核、
細胞質の関連遺伝子カテゴリーの集計結果を表す。生物群の略称は表 5 参照。
統計的に判定できたものはχ2検定の有意確率に応じて* ≦ 0.05、 ** ≦ 0.01 
そして、*** ≦ 0.001 と表示し、有意確率 P値を（ ）内に示す。 
[52]Page 289. Fig 3. より和訳して転載。 
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3-4 考察 
 ここでは改良した解析手法の評価とこれまでの解析結果との比較及び、核と
細胞質の起源について考察した。 
 
3-4-1 解析手法の評価 
本研究では系統樹の信頼性の高い解析を行うために、計算方式の異なる 2 つ
の方法であるベイズ推定の MrBayes 3.1[55][59]と尤度計算の Molphy package ver. 
2.3b3[24][25][26]の双方で同じ樹形が得られた系統樹のみを解析に用いた。また閾
値の E-value が 10-5と 10-20以下の条件で同様の解析を行ったが、それらの結果
も標準系統樹によらず同じくミトコンドリアと核のカテゴリーで高い有意差を
示した（データ未掲載）。よって特定の系統樹作成手法や遺伝子選別基準に依存
した結果ではないと考えられる。 
ミトコンドリアの起源は α-proteobacteria の真核生物への共生であること
が以前から示唆されている[47][48][49][50]。従ってミトコンドリア関連の遺伝子群は
χ2 検定でも有意な結果が得られると期待された。本研究では期待通りの結果
（α-proteobacteria で、P 値 ＜ 10–10）が得られており、解析手法の有効性が
示された。 
 
3-4-2 従来の研究との比較 
本研究以外にも大量の系統樹を用いて真核生物の起源を推定する研究が行わ
れてきた。序論でも触れたが、Rivera と Lake は crenarchaeota（CA）と
α-proteobacteria （ Pa ） の 2 種 、 Pisani 等は cyanobacteria （ Cy ）、
α-proteobacteria（Pa）、thermoplasmatales（EA）の 3 種が真核生物の起源で
あると推定した[10][47]。 
これらの研究結果と本研究結果（図 18）では Cy と特定の古細菌が核の由来と
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なる点が異なる。Cy は葉緑体の起源であり、本研究では葉緑体関連遺伝子を解
析に用いていない為、検出されなかったと考えられる。古細菌に関しては系統
樹の作成法や解析生物の違いによらず、真核生物と複数の生物が近隣となった
際における集計法の違いにある。これまでの研究では複数の生物が近隣となっ
た際に近隣となった生物群それぞれを一回ずつ集計している。その場合、共通
祖先から伝達した遺伝子と特定の生物群から伝達した遺伝子が区別されない。
本解析（図 19）では共通祖先も集計の対象とした為、核関連遺伝子の集計結果
で２つの古細菌の分岐点 EACA が最も多く集計された。またその P値はミトコン
ドリア関連遺伝子以下であったのに対し、生物群 CA 又は EA に多い傾向は見ら
れなかった。このような結果は他の論文での真核生物と古細菌の大量の共通タ
ンパク質の系統樹解析でも同様の解析結果を示している[60]。従って系統樹の集
計解析では共通祖先を考慮に入れる必要がある。 
 
3-4-3 核と細胞質関連遺伝子の起源に関しての考察 
核のカテゴリーでは分岐点（EACA）に高い有意差を示した。このような結果
はタンパク質合成に関与するポリペプチド鎖伸長因子 Tuと Gの連結系統樹を用
いた論文でも示唆されている[61]。ただし分岐点（EACA）に高い有意差を示した
場合、核ゲノムの由来は二つの可能性が示唆される。一つ目はこれら二群の共
通祖先に由来する場合、二つ目は euryarchaeota 及び crenarchaeota と異なる
古細菌の別系統に由来する場合である。一つ目では真核生物が誕生したとされ
る約 18 億年前まで古細菌の共通祖先が存在し、古細菌の種分岐が起こらなかっ
たことになる。しかしながら二群の種分岐が約 39 億年前に起こったと推測され
ている事から矛盾している[62]。従って核ゲノムは euryarchaeota 及び
crenarchaeota と異なる古細菌の別系統に由来すると考えられる。 
細胞質カテゴリーの結果に関しては有意差を示す結果を得られなかった。そ
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の理由としてα-proteobacteria や分岐点（EACA）に多くカウントされていた事
から、ミトコンドリアや核関連遺伝子が細胞質カテゴリーに少なからず含まれ
ていた可能性が考えられる。 
 
3-5 本章の結論 
本研究では大量の系統樹を用いて真核生物の近隣を集計するために、共通祖
先に対しても集計できる新しい集計法を開発した。その解析手法を用いて、ミ
トコンドリア関連遺伝子群は α-proteobacteria に由来する事を系統樹の集計
結果に対するχ2検定で確認した。検定によりミトコンドリアに近い有意確率が
得られれば、ある遺伝子群が特定の生物群に由来すると考えられる。同様に解
析を行い、細胞質関連遺伝子の解析を行ったところ、特定の生物に由来しない
ことが確認できたが、それ以上の事は分からなかった。一方、核関連遺伝子は
euryarchaeota及びcrenarchaeotaと異なる古細菌の別系統に由来すると推定で
きた。それにより核と細胞質関連遺伝子群の起源が異なる事を確認した。従っ
て、真核生物の起源が共生である事が確認された事になる。これらの結果は本
研究における系統樹の大量解析によって初めて示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 54 - 
第 4章 総合考察 
 
ここでは 2章と 3章で触れられなかった問題に関しての考察をまとめた。 
 
4-1 無作為抽出法で推定した原核生物の系統関係に関する考察 
 本研究で推定された原核生物の系統関係はゲノム解析が進んでいる生物群が
主である。解析生物数に限界が有り、推定されなかった生物群も多い。しかし
ながら、これら以外の生物群の系統関係についても補足的に系統位置を推定可
能である。解析に用いられなかった生物種であっても属する生物群からその系
統的位置関係を推定する事ができる。また無作為抽出を行う近縁種グループの
選出において、予備的な近縁種グループとして 7 グループに分けている。これ
らと同じグループに属する生物群であれば近隣の生物群として推定される可能
性が高い。 
 
4-2 細胞質関連遺伝子に関する考察 
本研究の結果ミトコンドリア関連遺伝子群はα-proteobacteria、核関連遺伝
子群は euryarchaeota 及び crenarchaeota と異なる古細菌の別系統に由来する
と推定した。しかしながら細胞質関連遺伝子群に関しては何に由来するか特定
できなかった。この総合考察ではこれまでの解析結果から細胞質関連遺伝子群
の起源と真核生物の起源を考察する。 
細胞質関連遺伝子群の由来が特定されない問題は 3-4-3 の考察で前述したよ
うに、細胞質関連遺伝子にミトコンドリアや核の関連遺伝子が細胞質カテゴリ
ーに少なからず含まれていた可能性が考えられる。その考察に従い
α-proteobacteria と古細菌に類似性を持つ遺伝子を細胞質関連遺伝子群から
排除して再解析を行ったが、この解析結果においても、有意差のある結果は得
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られなかった（データ未掲載）。別の可能性として小規模な遺伝子水平伝達の
蓄積が考えられるが、仮に真核生物が古細菌(または真正細菌)から分岐し進化
した場合､全ての真正細菌(または古細菌)由来の遺伝子は遺伝子水平伝達によ
ってもたらされた事になる。しかしながら、堀池等の解析結果でも真核生物（酵
母）の遺伝子群は機能によって古細菌由来の遺伝子群､又は真正細菌由来の遺伝
子群に分けられているので､ある特定の機能を持つタンパク質の遺伝子のみが
遺伝子水平伝達で置き換わったことになる〔7〕〔8〕〔9〕。一つの機能カテゴリーには
多くの遺伝子が含まれており､遺伝子水平伝達の無作為な蓄積だけで特定の遺
伝子群のみが置き換わったとは考え難い。従って細胞質関連遺伝子群の由来は
確認できないが、真正細菌の共生に由来する可能性が高い。 
 
4-3 真核生物の起源に関する考察 
これまでの解析結果から真核生物の起源を考察する為に、真核生物の起源に
関する諸説を図 21 に示す。本解析の結果を図 21A に、従来の真核生物の起源に
関する仮説（仮説の詳しい説明及び出典を表 7 に示す）を推測される起源別に
色分けし、図 21B にそれぞれ示す。図 21B の仮説 a,b,c,d は共生とは関係なく、
上記の理由から可能性が低いと考えられる。図 21A と近いモデルの結果は仮説
e,f,j である。これらの説ではそれぞれ、真核生物が古細菌と Spirochetes、δ
-Proteobacteria、γ-Proteobacteriaとの共生に起源している（e[46], f[42], j〔9〕）。
Spirochetes が共生したとする仮説 e の場合、細胞質関連遺伝子の結果で
Spirochetesに１つしか集計されなかった事からSpirochetes由来の遺伝子が共
生後に殆ど消滅した事になる。その場合、細胞質関連遺伝子は一緒に共生した
古細菌が殆どを占めるはずであるが、本解析結果ではそのような結果が得られ
ていない為、仮説 e は棄却される。そして仮説 f ではメタン生成古細菌
（euryarchaeota）の共生を想定している。メタン生成の基質としてδ
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-Proteobacteria の出す水素を利用する栄養共生（syntrophy）が知られている
からである[44][68]。仮説 j（γ-Proteobacteria の共生）では Euryarchaeota の超
好熱菌 Pyrococcus との共生を想定している〔9〕。堀池等の説では真核生物の誕
生が推測される時期は海水中や大気中の酸素濃度の上昇時期と一致する事から､
核共生の誘因として酸素濃度の上昇による酸素の害から古細菌が逃れる為に真
正細菌の細胞中に共生したとする仮説を立てている。つまり第 1 段階で酸素耐
性能力（古細菌の真正細菌への共生）を獲得し､第 2段階で酸素利用（真正細菌
の真核生物への共生-ミトコンドリアの共生）が可能になるという 2つの段階を
仮定している。 
しかしながら、細胞質関連遺伝子が何に由来するか分からない以上これ以上
結論付ける事はできない。現状でゲノム配列が判明している生物以外の可能性
が考えられる。今後の研究では細胞質関連遺伝子が何に由来するか明らかにし、
真核生物の起源を明らかにする必要がある。 
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B 
 
図 19 本解析手法による真核生物の起源の比較図 
 核、細胞質、ミトコンドリアを関連する遺伝子群の由来に応じて色分けした。
各起源説の詳細は次ページの表 7にまとめた。 
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表 7．真核生物の起源に関する報告 
仮説 真核生物の起源  
生命の木 a 古細菌から分岐 
真核起源説 b 真正細菌と古細菌は真核生物に由来 
エオサイト c Crenarchaeota の姉妹群（エオサイト）、古細菌から分岐 
ファゴトロフィーd 
Actinobacteria のファゴトロフィー（食作用）による 
古細菌の吸収に由来 
連続細胞内共生説 e 
Thermoplasma（古細菌）と spirochete の共生及び、ミトコ
ンドリアの起源であるα-proteobacteria との連続共生 
栄養共生-1f メタン生成菌（古細菌）とδ-proteobacteria との共生 
水素仮説 g 
メタン生成菌（古細菌）とミトコンドリアの起源である
α-proteobacteria の共生 
栄養共生-2h 
硫黄代謝Thermoplasmatales様 Euryarchaeota とミトコン
ドリアの起源であるα-proteobacteria の共生 
生命の輪 i Crenarchaeota とα-proteobacteria の共生 
核共生説 j 
Pyrococcus （ Euryarchaota ） と γ- proteobacteria と
α-proteobacteria の共生 
Pisani の論文〔10〕の表より和訳した。また本論文で参照した論文を追加した。
参照文献はそれぞれ、a[58] [63][64]、b[65]、c[66]、d[67]、e [46]、f[68]、g[45]、h[69]、i[47]、
j〔9〕を参照。 
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第 5章 結論 
 
5-1 本論文のまとめ 
 本研究は2章の無作為抽出法によって原核生物の最も多い系統関係を推定し、
3 章において独自の系統樹集計法による真核生物ゲノムの起源の推定を行った。
ここではこれらの研究に関するまとめを述べる。 
 
5-1-1 無作為抽出法に関するまとめ 
z 系統関係を推定する新手法である無作為抽出法を開発した。 
z 無作為抽出法により原核生物8グループ（古細菌及び真正細菌7グループ）
の系統関係を推定した。 
z 分岐率により Chlamydiales 及び、Firmicutes との分岐等、信頼性が低
い箇所を特定した。 
z 無作為抽出法による原核生物の標準的な系統関係を用いて、真核生物の近
隣生物の集計を行った。 
 
5-1-2 真核生物の起源に関するまとめ 
z 共通祖先に対しても集計できる新しい集計法を開発した。 
z ミトコンドリア関連遺伝子群は α-proteobacteria に由来する事を系統
樹の集計結果に対するχ2検定で確認した。 
z 核関連遺伝子はeuryarchaeota及びcrenarchaeotaと異なる古細菌の別系
統に由来すると推定した。 
z 真核生物の起源が真正細菌と核の起源となった古細菌の共生に由来する
事を確認した。 
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5-2 今後の展望 
無作為抽出法の利用及び、真核生物の起源の解明への展望は以下のような点
が挙げられる。 
 
5-2-1 無作為抽出法の利用 
 無作為抽出法の利点は限られた解析生物の系統樹解析において、生物の無作
為抽出の組み合わせによって最も高頻度で現れる系統関係を推定する点である。
原核生物の系統関係以外にも、真核生物のアメーバ等を含むメタゾアの生物群
の分類も系統関係の合意が得られていない[70]。これらの生物群の Small subunit 
rRNA 遺伝子に対して無作為抽出法を適用する事で、標準的な系統関係を推定す
る事が可能であると考えられる。 
 
5-2-2 真核生物の起源 
 本研究により多くの真核生物の起源モデル仮説から、堀池等の核共生説[9]と
Lopez-Garcia 等の核共生説栄養共生説[44][68]に絞る事ができた。今後は細胞質由
来遺伝子群を細かく機能別に分割し、由来を特定すべきと思われる。既存の真
正細菌群では特定できなかったが、新種の解析を行う事で特定できる可能性が
考えられる。 
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